Document AN1 
Appl. No. 09/869,565 



Europaisches Patentamt 
European Patent Office 
Office europgen des brevets 



iigiiiiiiiiiiiinwii 

© Veroffentlichungsnummer: 0 464 533 A1 



EUROPAISCHE PATENTANMELDUNG 



0 Anmeldenummer: 91110307.5 


© int. Cl. 5 : C07K 15/06, C12N 15/62, 




A61 K 37/02, A61 K 39/395 


0 Anmeldetag: 22.06.91 


® Prioritat: 28.06.90 DE 4020607 


0 Anmelder: BEHRINGWERKE 




Aktiengesellschaft 


@ Veroffentlichungstag der Anmeldung- 


Postfach 1140 


08.01.92 Patentblatt 92/02 


W-3550 Marburg 1(DE) 


^ AT BE CH DE DK ES FR GB GR IT LI LU NL SE 


Anmelder: THE GENERAL HOSPITAL 




CORPORATION 




Fruit Street (Bar-3) 




Boston, MA 02114(US) 




© Erfinder: Lauffer, Leander, Dr. 




Walter-Voss-Weg 4 




W-3550 Marburg(DE) 




Erfinder: Oquendo, Patricia, Dr. 




Walter-Voss-Weg 4 




W-3550 Marburg(DE) 




Erfinder: Zettlmeissl, Gerd, Dr. 




Am Hof acker 15 




W-3551 Lahntal-Grossfelden(DE) 




Erfinder: Seed, Brian, Dr. 




Fruit Street, Wellmann Bldg. 




Boston, Massachusetts 02114(DE) 




0 Vertreter: Aulmich, Gerhard et al 




Hoechst AG Zentrale Patentabteilung 




Postfach 80 03 20 




W-6230 Frankfurt am Main 80(DE) 



® Fusionsproteine mit immunglobulinanteilen, ihre Herstellung und Verwendung. 

0 Die Erfindung betrifft gentechnisch erzeugte los- 
liche Fusionsproteine bestehend aus nicht zur Im- 
munglobulinfamilie gehSrigen humanen Proteinen 
Oder Teilen davon und verschiedenen Anteilen der 
konstanten Region von ImmunglobulinmolekUlen. Die 
funktionellen Eigenschaften beider Fusionspartner 
bleiben Uberraschenderweise im Fusionsprotein er- 
halten. 
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Die Erfindung betritft gentechnisch erzeugte 
ISsliche Fusionsproteine bestehend aus nicht zur 
Immunglobulinfamilie gehorigen humanen Protei- 
nen Oder Teilen davon und verschiedenen Anteilen 
der konstanten Region von ImmunglobulinmolekU- 
len. Die funktionellen Eigenschaften beider Fu- 
sionspartner bleiben Oberraschenderweise im Fu- 
sionsprotein erhalten. 

Aus der EP-A 0325 262 und der EP-A 0314 
317 sind entsprechende Fusionsproteine bestehend 
aus verschiedenen DomSnen des CD4-Membran- 
proteins menschlicher T-Zellen und aus humanen 
lgG1 -Anteilen bekannt. Einige dieser Fusionsprotei- 
ne binden mit gleicher Affinitat an das Glykoprotein 
gp120 des Humanen Immundefizienz-Virus wie das 
zellgebundene CD4 MolekUI. Das CD4-Molekul ge- 
hort zur Immunglobulinfamilie und ist folglich be- 
zUglich seiner Tertiarstruktur sehr ahnlich aufge- 
baut wie ImmunglobulinmolekUle. Dies gilt auch fur 
die o-Kette des T-Zell-Antigenrezeptors, fur die sol- 
che Fusionen ebenfalls beschrieben wurden 
(Gascoigne et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 
84 (1987), 2937-2940). Aufgrund der sehr ahnli- 
chen DomSnenstruktur war deshalb in diesem Fall 
die Beibehaltung der biologischen Aktivitat der bei- 
den Fusionspartner im Fusionsprotein zu erwarten. 

Die erfindungsgemafl vorzugsweise an den 
Aminoterminus der konstanten Region von Immun- 
globulin gekoppelten humanen Proteine gehoren 
nicht zur Immunglobulinfamilie und sind folgenden 
Klassen zuzuordnen: (i) membranstandige Proteine, 
deren extrazellulare DomSne ganz Oder teilweise in 
die Fusion eingebracht wird. Insbesondere sind 
dies Thromboplastin und Cytokin- und Wachstums- 
faktorrezeptoren, wie die zellularen Rezeptoren fur 
lnterleukin-4, lnterleukin-7, Tumor-Nekrose-Faktor, 
GM-CSF, G-CSF, Erythropoietin; (ii) nicht 
membran-standige losliche Proteine, die ganz oder 
teilweise in die Fusion eingebracht werden. Insbe- 
sondere sind dies Proteine von therapeutischem 
Interesse wie z.B. Erythropoietin und andere Cyto- 
kine und Wachstumsfaktoren. 

Die Fusionsproteine konnen in bekannten pro- 
und eukaryontischen Expressionssystemen herge- 
stellt werden, vorzugsweise jedoch in Saugerzellen 
(z.B. CHO-, COS-, BHK-Zellen). 

Die erfindungsgemaflen Fusionsproteine sind 
aufgrund ihres Immunglobulinanteils mittels Affini- 
tatschromatographie leicht zu reinigen und besitzen 
verbesserte pharmakokinetische Eigenschaften in 

In vielen Fallen ist der Fc-Teil im Fusionspro- 
tein fUr den Einsatz in Therapie und Diagnostik 
durchaus vorteilhaft und fOhrt so z.B. zu verbesser- 
ten pharmakokinetischen Eigenschaften (EP-A 
0232 262). Andererseits ware fUr manche Anwen- 
dungen die Moglichkeit einer Entfernung des Fc- 
Teils wunschenswert, nachdem das Fusionsprotein 



auf die beschriebene vorteilhafte Art exprimiert, 
nachgewiesen und gereinigt wurde. Dies ist dann 
der Fall, wenn sich der Fc-Anteil fur den Einsatz in 
Therapie und Diagnostik als hinderlich erweist, z.B. 

5 wenn das Fusionsprotein als Antigen fur Immuni- 
sierungen dienen soil. 

Es existieren verschiedene Proteasen, deren 
Verwendung fur diesen Zweck als denkbar er- 
scheint. Papain oder Pepsin werden beispielsweise 

w fur die Erzeugung von F(ab)-Fragmenten aus Im- 
munglobulinen eingesetzt (Immunology, Hrsg. 
Roitt, I. et al., Gower Medical Publishing, London 
(1989)), jedoch spalten sie nicht sonderlich spezi- 
fisch. Der Blutgerinnungsfaktor Xa hingegen er- 
rs kennt in einem Protein die relativ seltene Tetrapep- 
tidsequenz lle-Glu-Gly-Arg und fiihrt eine hydroiyti- 
sche Spaltung des Proteins nach dem Argininrest 
durch Spaltsequenzen, die das beschriebene Tetra- 
peptid enthalten, wurden zuerst von Nagai und 

20 Thogersen in ein Hybridprotein auf gentechnologi- 
schem Wege eingefuhrt (Nagai, K. und Thogersen, 
H.C., Nature, Bd. 309 (1984), 810-812). Diese Auto- 
ren konnten zeigen, dafl die in E. coli exprimierten 
Proteine tatsachlich spezifisch von Faktor Xa ge- 

25 spalten werden. Aus Publikationen ist jedoch noch 
kein Beispiel bekannt, dafl solche Proteine auch in 
eukaryotischen und insbesondere in Animalzellen 
exprimiert und nach ihrer Reinigung von Faktor Xa 
gespalten werden konnen. Eine Expression der er- 

30 findungsgemSflen Proteine in Animalzellen ist je- 
doch vorzuziehen, da nur in einem solchen Zellsy- 
stem die Sezernierung von z.B. normalerweise 
membranstandige Rezeptoren als Fusionspartner 
unter Beibehaltung ihrer nativen Struktur und damit 

35 ihrer biologischen Aktivitat zu erwarten ist. Sezer- 
nierung in den Zellkulturuberstand erleichtert die 
nachfolgende einfache Reinigung des Fusionspro- 
teins. 

Die Erfindung betrifft somit gentechnisch er- 

40 zeugte losliche Fusionsproteine bestehend aus 
nicht zur Immunglobulinfamilie gehorenden huma- 
nen Proteine oder Teilen davon und verschiedenen 
Anteilen der konstanten Regionen von schweren 
oder leichten Ketten von Immunglobulinen ver- 

« schiedener Subklassen (IgG, IgM, IgA, IgE). Als 
Immunglobulin bevorzugt ist der konstante Teil der 
schweren Kette von humanem IgG, besonders be- 
vorzugt von humanem lgG1, wobei die Fusion an 
den Hinge-Bereich erfolgt. In einer besonderen 

50 Ausfuhrungsform ist der Fc-Teil durch eine mitein- 
gebaute mittels Faktor Xa spaltbare Spaltsequenz 
auf einfache Weise abtrennbar. 

Ferner betrifft die Erfindung Verfahren zur gen- 
technischen Herstellung dieser Fusionsproteine so- 

55 wie deren Verwendung fOr die Diagnostik und die 
Therapie. 

Die Erfindung ist schliefllich in weiteren Bei- 
spielen erlautert. 
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Beispiel 1: Thromboplastin-Fusionsproteine 

Die Blutgerinnung ist ein Vorgang von zentraler 
Bedeutung im menschlichen Organismus. Entspre- 
chend fein reguliert ist die Gerinnungskaskade, in 
der eine Vielzahl zellularer Faktoren und Plasma- 
proteine zusammenwirken. Die Gesamtheit dieser 
Proteine (und deren Kofaktoren) wird als Gerin- 
nungsfaktoren bezeichnet. Endprodukte der Gerin- 
nungskaskade sind Thrombin, das die Aggregation 
von BlutplSttchen (Platelets) induziert, und Fibrin, 
das den Plateletthrombus stabilisiert. Thrombin ka- 
talysiert die Bildung von Fibrin aus Fibrinogen und 
wird selbst durch limitierte Proteolyse von Pro- 
thrombin gebildet. FOr diesen Schritt ist aktivierter 
Faktor X (Faktor Xa) verantwortlich, der in Gegen- 
wart von Faktor Va und Calciumionen an Platelet- 
membranen bindet und Prothrombin spaltet. 

Zwei Wege existieren zur Aktivierung von Fak- 
tor X, der extrinsische und der intrinsische 
"pathway". Im intrinsischen "pathway" wird eine 
Serie von Faktoren durch Proteolyse aktiviert, urn 
jeweils selbst aktive Proteasen zu bilden. Im extrin- 
sischen "pathway" wird Thromboplastin (Tissue 
Factor) von verletzten Zellen verstarkt synthetisiert 
und aktiviert Faktor X, zusammen mit Faktor Vila 
und Calciumionen. FrOher wurde angenommen, 
dafl sich die Aktivitat von Thromboplastin auf diese 
Reaktion beschrankt. Jedoch greift der 
ThromboplastinA/lla-Komplex auf der Ebene von 
Faktor IX ebenfalls aktivierend in den intrinsischen 
"pathway" ein. Ein ThromboplastinA/lla-Komplex ist 
also einer der wichtigsten physiologischen Aktivato- 
ren der Blutgerinnung. 

Es ist daher vorstellbar, daB Thromboplastin, 
abgesehen von seiner Verwendung als Diagnosti- 
kum (s.u.), auch als Bestandteil von Therapeutika 
zur Behandlung angeborener oder erworbener Blut- 
gerinnungsdefizienzen eingesetzt werden kann. 
Beispiele hierfUr sind chronische Hamophilien ver- 
ursacht durch einen Mangel an Faktoren VIII, IX 
oder XI oder auch akute Storungen der Blutgerin- 
nung als Folge von z.B. Leber- oder Nierenerkran- 
kungen. Auch nach chirurgischen Eingriffen ware 
der Einsatz eines solchen Therapeutikums denkbar. 

Thromboplastin ist ein integrales Membranpro- 
tein, das nicht zur Immunglobulinfamilie gehort. 
Thromboplastin-cDNA-Sequenzen sind von insge- 
samt vier Gruppen veroffentlicht worden (Fisher et 
al., Thromb. Res., Bd. 48 (1987), 89-99; Morrisey et 
al., Cell, Bd. 50 (1987), 129-135; Scarpati et al., 
Biochemistry, Bd. 26 (1987), 5234-5238; Spicer et 
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Bd. 84 (1987), 
51 48-51 52).Die Thromboplastin-cDNA beinhaltet ei- 
nen offenen Leserahmen, der fur ein Polypeptid 
aus 295 Aminosaureresten kodiert, wovon die N- 
terminalen 32 Aminosauren als Signalpeptid fungie- 
ren. Reifes Thromboplastin besteht aus 263 Amino- 



saureresten und besitzt eine Drei-Domanen-Struk- 
tur: i) aminoterminale extrazellulare Domane (219 
Aminosaurereste); ii) Transmembranregion (23 
Aminosaurereste); iii) cytoplasmatische Domane 

5 (Carboxyterminus; 21 Aminosaurereste). In der ex- 
trazellularen Domane existieren drei potentielle 
Stellen fUr N-Glykosylierung (Asn-X-Thr). Thrombo- 
plastin ist normalerweise glykosyliert, jedoch 
scheint die Glykosylierung nicht essentiell fur die 

70 Aktivitat des Proteins zu sein (Paborsky et al., 
Biochemistry, Bd. 28 (1989), 8072-8077). 

Thromboplastin wird als Zusatz zu Plasmapro- 
ben in der Gerinnungsdiagnostik benotigt. Durch 
die einstufige Prothrombin-Gerinnungszeitbestim- 

rs mung (z.B. Quick-Test) laCt sich der Gerinnungs- 
status der untersuchten Person feststellen. Das fur 
die Diagnostik erforderliche Thromboplastin wird 
gegenwartig aus humanem Gewebe gewonnen, 
wobei das Herstellungsverfahren schwer standardi- 

20 sierbar ist, die Ausbeute niedrig liegt und erhebli- 
che Mengen humanes Ausgangsmaterial 
(Plazenten) bereit gestellt werden mussen. Ande- 
rerseits ist zu erwarten, dafl auch die gentechni- 
sche Herstellung von nativem, membrange-bunde- 

25 nem Thromboplastin, bedingt durch komplexe Rei- 
nigungsverfahren, problematisch sein wird. Diese 
Problematiken konnen durch die erfindungsgema- 
Ce Fusion an Immunglobulinanteile umgangen wer- 
den. 

so Die erfindungsgemaflen Thromboplastin-Fu- 
sionsproteine werden von SSugerzellen (z.B. CHO-, 
BHK-, COS-Zellen) ins Kulturmedium ausge- 
schleust, Uber Affinitatschromatographie an Protein 
A-Sepharose gereinigt und besitzen uberraschend 

35 hohe Aktivitat in der einstufigen Prothrombin-Gerin- 
nungszeitbestimmung. 

Klonierung von Thromboplastin-cDNA 

40 Zur Klonierung der Thromboplastin-cDNA wur- 
de die publizierte Sequenz von Scarpati et al., 
Biochemistry, Bd. 26 (1987), 5234-5238, benutzt. 
Hieraus wurden zwei Oligonukleotidsondenmoleku- 
le (s. Fig.1) abgeleitet. Mit diesen beiden Sonden- 

45 molekiilen wurde eine cDNA-Bank aus humaner 
Placenta (Grundmann et al., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, Bd. 83 (1986), 8024-8028) abgesucht. 

Es wurden verschieden lange cDNA-Klone er- 
halten. Ein Klon, 2b-Apr5, der fUr das weitere Vor- 

50 gehen verwendet wird, kodiert fur die gleiche Ami- 
nosauresequenz, wie die in Scarpati et al. be- 
schriebene cDNA. In Fig. 2 ist die Gesamtsequenz 
des Klons 2b-Apr5 mit der daraus abgeleiteten 
Thromboplastin-AminosSuresequenz dargestellt. 

55 

Konstruktlon elnes fUr Thromboplastln-Fu- 
sionsprotein kodierenden Hybridplasmids 
pTFIFc. 
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Das Plasmid pCD4E gamma 1 (EP 0 325 262 
A2; hinterlegt bei ATCC unter der Nummer No. 
67610) dient zur Expression eines Fusionsproteins 
aus humanem CD4-Rezeptor und humanem lgG1. 
Die fUr die extrazellulare Domane von CD4 kodie- 
rende DNA-Sequenz wird aus diesem Plasmid mit 
den Restriktionsenzymen Hindlll und BamHI ent- 
fernt. Mit dem Enzym Hindlll darf hierbei nur eine 
teilweise Spaltung durchgefuhrt werden, um nur bei 
einer der zwei in pCD4E gamma I enthaltenen 
Hindlll-Stellen zu schneiden (Position 2198). Es 
liegt dann ein geoffneter Vektor vor, bei dem eine 
eukaryotische Transkriptionsregulationssequenz 
(Promotor) von der offenen Hindlll-Stelle gefolgt 
wird. Die offene BamHI-Stelle liegt am Beginn der 
kodierenden Regionen fur einen Pentapeptidlinker, 
gefolgt von den Hinge- und den CH2- und CH3- 
Domanen vom menschlichem lgG1. Der Leserah- 
men in der BamHI-Erkennungssequenz GGATCC 
ist dergestalt, dafi GAT als Asparaginsaure transla- 
tiert wird. DNA-Amplifizierung mit thermostabiler 
DNA-Polymerase ermoglicht eine gegebene Se- 
quenz so zu verandern, dafl an eines Oder beide 
Enden beliebige Sequenzen angefugt werden. Zwei 
Oligonukleotide wurden synthetisiert, die mit Se- 
quenzen in der 5'-untranslatierten Region 
(A: 5" GATCGAT- 

TAAGCTTCGGAACCCGCTCGATCTCGCCGCC 3') 
bzw. kodierenden Region 

(B: 5' GCATATCTGGATCCCCGTAGAA- 
TATTTCTCTGAATTCCCC 3') der Thromboplastin- 
cDNA hybridisieren konnen. Oligonukleotid A ist 
dabei teilweise homolog zur Sequenz des kodie- 
renden Stranges, Oligonukleotid B ist teilweise ho- 
molog zum nicht-kodierenden Strang; vergl. Fig. 3. 

Nach erfolgter Amplifizierung liegt also ein 
DNA-Fragment vor (827 bp), das (bezogen auf den 
kodierenden Strang) am 5'-Ende vor dem Beginn 
der kodierenden Sequenz eine Hindlll-Stelle, am 
3'-Ende nach den Kodons fOr die ersten drei Ami- 
nosSurereste der Transmembranregion eine 
BamHI-Stelle enthalt. Der Leserahmen in der 
BamHI-Schnittstelle ist dergestalt, dafi nach Ligie- 
rung mit der BamHI-Stelle in pCD4E gamma 1 eine 
Genfusion erreicht wird mit einem durchgehenden 
Leserahmen vom Initiationskodon der 
Thromboplastin-cDNA bis zum Stopkodon der 
schweren Kette des lgG1. Das erwunschte Frag- 
ment wurde erhalten und nach Behandlung mit 
Hindlll und BamHI in den oben beschriebenen mit 
Hindlll (partiell)/BamHI geschnittenen Vektor 
pCD4E gamma 1 ligiert. Das resultierende Plasmid 
erhielt den Namen pTF1 Fc (Fig. 4). 

Transfektlon von pTFIFc In Saugerzellen 

Das durch das Plasmid pTFIFc kodierte Fu- 
sionsprotein wird im folgenden als pTFIFc be- 



zeichnet. pTFIFc wurde transient in COS-Zellen 
exprimiert. Hierzu wurden COS-Zellen mit Hilfe von 
DEAE-Dextran mit pTF1 Fc transfiziert (EP A 0325 
262). 

5 Indirekte Immunfluoreszenzuntersuchungen er- 

gaben ca. 25% als Anteil transfizierter Zellen. 24 h 
nach Transfektion wurden die Zellen in serumfreies 
Medium uberfuhrt. Dieser Zelluberstand wurde 
nach weiteren drei Tagen geerntet. 

Relnlgung von pTFIFc-Fuslonsproteln aus 
Zellkulturuberstanden 

170 ml Oberstand von transient transfizierten 

75 COS-Zellen wurden iiber Nacht in einem Batchpro- 
zefi bei 4*C mit 0,8 ml Protein-A-Sepharose in 
einer Saule gesammelt, mit 10 Volumen Waschpuf- 
fer gewaschen (50m M Tris-Puffer pH 8,6, 150mM 
NaCI) und mit Elutionspuffer (100mM Citronensau- 

20 re: 100mM NaCitrat 93:7) in 0,5 ml Fraktionen 
eluiert. Die ersten 9 Fraktionen wurden nach sofor- 
tiger Neutralisierung mit jeweils 0,1 ml 2M Tris- 
Puffer pH 8,6 vereinigt und das enthaltene Protein 
durch drei Zyklen Konzentration/Verdiinnung im 

25 Amicon-Mikrokonzentrator (Centricon 30) in TNE- 
Puffer (50mM Tris-Puffer pH 7,4, 50mM NaCI, 
1mM EDTA) UberfOhrt. Das so erhaltene pTFIFc 
ist in der SDS-PAGE elektrophoretisch rein (U.K. 
Lammli, Nature 227 (1970) 680-685). In Abwesen- 

30 heit von Reduktionsmitteln verhalt es sich in der 
SDS-PAGE wie ein Dimer (ca. 165 KDa). 

Blologlsche Aktivitat von gereinlgtem TF1Fc In 
der Prothrombln-Gerlnnungs-zeltbestlmmung 

35 

TF1 Fc-Fusionsprotein ist in niedrigen Konzen- 
trationen (> 50 ng/ml) in der einstufigen 
Prothrombin-Gerinnungszeitbestimmung (Vinazzer, 
H. Gerinnungsphysiologie und Methoden im Blut- 
40 gerinnungslabor (1979), Fisher Verlag, Stuttgart) 
aktiv. Die erzielten Gerinnungszeiten sind ver- 
gleichbar mit den Gerinnungszeiten, die mit Throm- 
boplastin, das aus humaner Plazenta isoliert wurde, 
erhalten werden. 

45 

Beisplel 2: lnterleukln-4-Rezeptor-Fuslonspro- 
telne 

lnterleukin-4 (IL-4) wird von T-Zellen syntheti- 
50 siert und wurde ursprunglich als B-Zell-Wachs- 
tumsfaktor bezeichnet, da es B-Zell-Proliferation 
stimulieren kann. Es ubt eine Vielzahl von Effekten 
auf diese Zellen aus. Insbesondere ist dies das 
Anregen der Synthese von MolekUlen der Immun- 
55 globulinsubklassen IgGl und IgE in aktivierten B- 
Zellen (Coffmann et al., Immunol. Rev., Bd. 102 
(1988) 5). Daruber hinaus reguliert IL-4 auch die 
Proliferation und Differenzierung von T-Zellen und 
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anderen haematopoetischen Zellen. Es tragt somit 
zur Regulierung von allergischen und anderen im- 
munologischen Reaktionen bei. IL-4 bindet mit ho- 
lier Affinitat an einen spezifischen Rezeptor. Die 
cDNA, die fUr den humanen IL-4-Rezeptor kodiert, 
wurde isoliert (Idzerda et al., J. Exp. Med. Bd. 171 
(1990) 861-873. Aus der Analyse der von der cDNA 
Sequenz abgeleiteten Aminosauresequenz geht 
hervor, daS der IL-4 Rezeptor aus insgesamt 825 
Aminosauren besteht, wobei die N-terminalen 25 
Aminosauren als Signalpeptid fungieren. Reifer hu- 
maner IL-4-Rezeptor besteht aus 800 Aminosauren 
und besitzt wis Thromboplastin eine Dreidomanen- 
struktur: i) aminoterminale extrazellulare Domane 
(207 Aminosauren); ii) Transmembranregion (24 
AminosSuren) und iii) cytoplasmatische Domane 
(569 Aminosauren). In der extrazellularen Domane 
existieren sechs potentielle Stellen fOr N-Glykosy- 
lierung (Asn-X-Thr/Ser). IL-4- Rezeptor besitzt Ho- 
mologien zum humanen ll-6-Rezeptor, zur /3-Unter- 
einheit des humanen IL-2-Rezeptors, zum Maus- 
Erythropoietin-Rezeptor und zum Ratten-Prolaktin- 
rezeptor (Idzerda et al., a.a.o.). Es ist somit wie 
Thromboplastin kein Mitglied der Immunglobulinfa- 
milie, sondern wird zusammen mit den aufgefOhr- 
ten homologen Proteinen zur neuen Familie der 
Haematopoetinrezeptoren gerechnet. Mitgliedern 
dieser Familie sind 4 Cysteinreste und eine sich in 
der Nahe der Transmembranregion befindliche 
konservierte Sequenz (Trp-Ser-X-Trp-Ser) in der 
extrazellularen Domane gemeinsam. 

Aufgrund der beschriebenen Funktion des IL- 
4/IL-4-Rezeptorsystems ist ein therapeutischer Ein- 
satz einer rekombinanten Form des IL-4-Rezeptors 
zur UnterdrUckung IL-4-vermittelter Immunreaktio- 
nen (z.B. TransplantationsabstoCungsreaktion, Au- 
toimmunkrankheiten, allergische Reaktionen) mog- 
lich. 

Die fUr eine Therapie erforderliche Substanz- 
menge machen eine gentechnische Herstellung 
solcher MolekUle notwendig. Erfindungsgemafl ist 
wegen der problemlosen Reinigung durch Affini- 
tatschromatographie und der verbesserten pharma- 
kokinetischen Eigenschaften die Synthese von 16s- 
lichen Formen des IL-4-Rezeptors als Immunglo- 
bulinfusionsprotein besonders vorteilhaft. 

Die IL-4-Rezeptor-Fusionsproteine werden von 
Saugerzellen (z.B. CHO-, BHK-, COS-Zellen) in das 
Kulturmedium ausgeschleust, Uber Affinitatschro- 
matographie an Protein-A-Sepharose gereinigt und 
besitzen Uberraschenderweise identische funktio- 
nelle Eigenschaften wie die extrazellulare Domane 
des intakten membrangebundenen IL-4-Rezeptor- 
molekUls. 

Konstruktion elnes fUr IL-4-Rezeptor-Fusions- 
proteinkodierenden Hybridplasmids plL-4RFc. 



Wird das Plasmid pCD4EGammal mit Xhol und 
BamHI geschnitten, liegt ein geoffneter Vektor vor, 
bei dem die offene Xhol-Stelle "downstream" von 
der Promotersequenz liegt. Die offene BamHI-Stel- 

5 le liegt am Beginn der kodierenden Regionen fUr 
einen Pentapeptidlinker, gefolgt von den Hinge- 
und den CH2- und CH3-Domanen vom menschli- 
chem lgG1. Der Leserahmen in der BamHI-Erken- 
nungssequenz GGATCC ist dergestalt, da/3 GAT 

10 als Asparaginsaure translatiert wird. DNA-Amplifi- 
zierung mit thermostabiler DNA-Polymerase er- 
moglicht eine gegebene Sequenz so zu verandern, 
da/3 an eines Oder beide Enden beliebige Sequen- 
zen angefUgt werden. Zwei Oligonukleotide wurden 

75 synthetisiert, die mit Sequenzen in der 5'-untransla- 
tierten Region 

(A: 5' GATCCAGTACTCGAGAGA- 

GAAGCCGGGCGTGGTGGCTCATGC 3') bzw. ko- 
dierenden Region 

20 (B: 5, CTATGA- 

CATGGATCCTGCTCGAAGGGCTCCCTGTAGGA- 
GTTGTG 3') der IL-4-Rezeptor-cDNA, die kloniert 
im Vektor pDC302/T22-8 vorliegt (Idzerda et al., 
a.a.O.), hybridisieren konnen. Oligonukleotid A ist 

25 dabei teilweise homolog zur Sequenz des kodie- 
renden Stranges, Oligonukleotid B ist teilweise ho- 
molog zum nicht-kodierenden Strang; vergl. Fig. 5. 
Nach ertolgter Amplifizierung mittels thermostabiler 
DNA-Polymerase liegt ein DNA-Fragment vor (836 

30 bp), das bezogen auf den kodierenden Strang am 
5'-Ende vor dem Beginn der kodierenden Sequenz 
eine Xhol-Stelle, am 3'-Ende vor dem letzten Ko- 
don der extrazellularen Domane eine BamHI-Stelle 
enthalt. Der Leserahmen in der BamHI-Schnittstelle 

35 ist dergestalt, da/3 nach Ligierung mit der BamHI- 
Stelle in pCD4E gamma 1 eine Genfusion erreicht 
wird mit einem durchgehenden Leserahmen vom 
Initiationskodon der IL-4-Rezeptor-cDNA bis zum 
Stopkodon der schweren Kette des IgGl. Das er- 

40 wUnschte Fragment wurde erhalten und nach Be- 
handlung mit Xhol und BamHI in den oben be- 
schriebenen mit Xhol/BamHI geschnittenen Vektor 
pCD4E gamma 1 ligiert. Das resultierende Plasmid 
erhielt den Namen plL4RFc (Fig. 6). 

45 

Transfektlon von plL4RFc In Saugerzellen 

Das durch das Plasmid plL4RFc kodierte Fu- 
sionsprotein wird im folgenden als plL4RFc be- 
so zeichnet. plL4RFc wurde transient in COS-Zellen 
exprimiert. Hierzu wurden COS-Zellen mit Hilfe von 
DEAE-Dextran mit plL4RFc transfiziert (EP A 0325 
262). Indirekte Immunfluoreszenzuntersuchungen 
ergaben ca. 25% als Anteil transfizierter Zellen. 24 
55 h nach Transfektion wurden die Zellen in serumfrei- 
es Medium UberfUhrt. Dieser ZellOberstand wurde 
nach weiteren drei Tagen geerntet. 



5 
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Reinigung von IL4RFc-Fusionsprotein aus Zell- 
kulturuberstanden 

500 ml Uberstand von transient transfizierten 
COS-Zellen wurden Uber Nacht in einem Batchpro- 
zefl bei 4'C mit 1,6 ml Protein-A-Sepharose in 
einer Saule gesammelt, mit 10 Volumen Waschpuf- 
fer gewaschen (50mM Tris-Puffer pH 8,6, 150mM 
NaCI) und mit Elutionspuffer (100mM Citronensau- 
re: 100mM NaCitrat 93:7) in 0,5 ml Fraktionen 
eluiert. Die ersten 9 Fraktionen wurden nach sofor- 
tiger Neutralisierung mit jeweils 0,1 ml 2M Tris- 
Puffer pH 8,6 vereinigt und das enthaltene Protein 
durch drei Zyklen Konzentration/VerdGnnung im 
Amicon-Mikrokonzentrator (Centricon 30) in TNE- 
Puffer (50mM Tris-Puffer pH 7,4, 50mM NaCI, 
1mM EDTA) uberfuhrt. Das so erhaltene IL4RFc ist 
in der SDS-PAGE elektrophoretisch rein (U.K. 
Lammli, Nature 227 (1970) 680-685). In Abwesen- 
heit von Reduktionsmitteln verhalt es sich in der 
SDS-PAGE wie ein Dimer (ca. 1 50 KDa). 

Biologische Aktivitat von gereinigtem IL4RFc 

IL4RFc-Protein bindet 125 l-radiomarkiertes IL-4 
mit gleicher Affinitat (KD = 0.5nM) wie membrange- 
bundener, intakter IL-4-Rezeptor. Es hemmt die 
Proliferation der IL-4-abhangigen Zellinie 
CTLLHulL-4RI Klon D (Idzerda et al., a.a.O.) in 
Konzentrationen von 10-1000 ng/ml. Daruber hin- 
aus eignet es sich hervorragend fur die Entwick- 
lung von IL-4-Bindungstests, da es Uber seinen Fc- 
Teil an mit z.B. Kaninchen-antihuman-IgG vorbe- 
schichtete Mikrotiterplatten gebunden werden kann 
und in dieser Form ebenfalls mit hoher Affinitat 
seinen Liganden bindet. 

Beispiel 3: Erythropoietin-Fusionsproteine 

Reifes Erythropoietin (EPO) ist ein aus 166 
Aminosauren bestehendes Glykoprotein, das es- 
sentiell fUr die Entwicklung von Erythrozyten ist. Es 
stimuliert die Reifung und die terminale Differenzie- 
rung erythroider Vorlauferzellen. Die cDNA fur hu- 
manes EPO wurde kloniert (EPA-0267 678) und 
kodiert fUr die 166 Aminosauren des reifen EPO 
und ein fUr die Sezernierung essentielles Signal- 
peptid von 22 Aminosauren. Mit Hilfe der cDNA 
kann rekombinantes funktionelles EPO in gentech- 
nisch veranderten Saugerzellen hergestellt werden 
und zur Therapie von anamischen Erscheinungen 
verschiedenen Ursprungs (z.B. bei akuten Nieren- 
versagen) klinisch eingesetzt werden. 

Erfindungsgemafl ist wegen der problemlosen 
Reinigung und der verbesserten pharmakokineti- 
schen Eigenschaften die Synthese von EPO als 
Immunglobulinfusionsprotein besonders vorteilhaft. 



Konstruktion eines fiir Erythropoietin-Fusions- 
protein kodierenden Hybridplasmids pEPOFc. 

Diese Konstruktion erfolgte analog zu der im 
5 Beispiel 2 beschriebenen (Abschnitt: "Konstruktion 
eines fUr IL-4-Rezeptor-Fusionsprotein kodierenden 
Hybridplasmids plL-4RFc"). Zwei Oligonukleotide 
wurden synthetisiert, die mit Sequenzen in der 
Nahe des Initiationskodons 
io (A: 

5'GATCGATCTCGAGATGGGGGTGCACGAATGT- 
CCTGCCTGGCTGTGG 3') bzw. des Stopkodons 
(B: 5' 
CTGGAATCGGATCCCCTGTCCTGCAGGCCTCCC- 

;s CTGTGTACAGC 3') der im Vektor pCES klonierten 
EPO-cDNA (EP A 0267 678) hybridisieren konnen. 
Oligonukleotid A ist dabei teilweise homolog zur 
Sequenz des kodierenden Stranges, Oligonukleotid 
B ist teilweise homolog zum nicht-kodierenden 

20 Strang; vergl. Fig. 7. Nach erfolgter Amplifizierung 
liegt mittels thermostabiler DNA-Polymerase ein 
DNA-Fragment vor (598 bp), das bezogen auf den 
kodierenden Strang am 5'-Ende vor dem Initiations- 
kodon eine Xhol-Stelle enthalt und in dem am 3'- 

25 Ende das Kodon fUr den vorletzten C-terminalen 
Aminosaurerest von EPO (Asp) in einer BamHI- 
Erkennungssequenz vorliegt. Der Leserahmen in 
der BamHI-Schnittstelle ist dergestalt, da/3 nach 
Ligierung mit der BamHI-Stelle in pCD4E gamma 1 

30 eine Genfusion erreicht wird mit einem durchge- 
henden Leserahmen vom Initiationskodon der EPO- 
cDNA bis zum Stopkodon der schweren Kette des 
lgG1. Das erwUnschte Fragment wurde erhalten 
und nach Behandlung mit Xhol und BamHI in den 

35 oben beschriebenen mit Xhol/BamHI geschnittenen 
Vektor pCD4E gamma 1 ligiert. Das resultierende 
Plasmid erhielt den Namen pEPOFc (Fig. 8). 

Patentanspriiche 

40 

1. Losliche Fusionsproteine bestehend aus nicht 
zur Immunglobulinfamilie gehorigen humanen 
Proteinen Oder Teilen davon und verschiede- 
nen Anteilen von Immunglobulinmolekulen aller 

45 Subklassen. 

2. Fusionsproteine nach Anspruch 1 , dadurch ge- 
kennzeichnet, dafi der Immunglobulinanteil der 
konstante Teil der schweren Kette von huma- 

50 nem IgG ist. 

3. Fusionsproteine nach Anspruch 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl der Immunglobulinanteil der 
konstante Teil der schweren Kette von huma- 

55 nem IgGl oder ein Protein-A-bindendes Frag- 

ment davon ist. 

4. Fusionsproteine nach Anspruch 2 oder An- 
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spruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
Fusion an die "Hinge"-Region erfolgt. 

5. Fusionsproteine nach AnsprUchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fu- 
sionierte Protein der extrazellulare Anteil eines 
Membranproteins Oder Teilen davon ist. 

6. Fusionsproteine nach AnsprUchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fu- 
sionierte Protein der extrazellulare Anteil von 
Thromboplastin oder Teilen davon ist. 

7. Fusionsproteine nach AnsprUchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fu- 
sionierte Protein der extrazellulare Anteil eines 
Cytokin- oder Wachstumsfaktor-Rezeptors 
Oder Teilen davon ist. 

8. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von IL-4 
Rezeptor oder Teilen davon ist. 

9. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von IL-7- 
Rezeptor oder Teilen davon ist. 

10. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von 
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor oder Teilen 
davon ist. 

11. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von G- 
CSF-Rezeptor oder Teilen davon ist. 

12. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von GM- 
CSF-Rezeptor oder Teilen davon ist. 

13. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von 
Erythropoietin-Rezeptor oder Teilen davon ist. 

14. Fusionsprotein nach AnsprUchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fu- 
sionierte Protein ein nicht membranstSndiges 
I8sliches Protein oder Teil davon ist. 

15. Fusionsprotein nach Anspruch 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein ein Cytokin- oder Wachstumsfak- 



tor oder Teil davon ist. 

16. Fusionsprotein nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 

5 nierte Protein Erythropoietin oder Teil davon 

ist. 

17. Fusionsprotein nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 

w nierte Protein GM-CSF oder G-CSF bzw. Teil 

davon ist. 

18. Fusionsprotein nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 

rs nierte Protein Interleukin IL-1 bis IL-8 bzw. Teil 

davon ist. 

19. Fusionsprotein nach einem der vorausgehen- 
den AnsprUche 1-18, dadurch gekennzeichnet, 

20 dafl zusatzlich eine Faktor Xa Spaltstelle zwi- 

schen dem Immunglobulinteil und dem Nicht- 
Immunglobulinteil insertiert ist. 

20. Verfahren zur Herstellung von Fusionsprotei- 
25 nen nach einem der AnsprUche 1-19, dadurch 

gekennzeichnet, dafl die fUr diese Konstrukte 
codierende DNA in ein Saugerzell-Expres- 
sionssystem eingebracht und nach Expression 
das gebildete Fusionsprotein mittels Affinitats- 
30 chromatographic Uber den Immunglobulinanteil 

gereinigt wird. 

21. Verwendung der Fusionsproteine nach einem 
der AnsprUche 1-19 zur Diagnostik. 

35 

22. Verwendung der Fusionsproteine nach einem 
der AnsprUche 1-19 zur Therapie. 

Patentansprtiche fUr folgenden Vertragsstaat 
40 ES 

1. Verfahren zur Herstellung loslicher Fusionspro- 
teine bestehend aus nicht zur Immunglobulin- 
familie gehorigen humanen Proteinen oder Tei- 

45 len davon und verschiedenen Anteilen von Im- 

munglobulinmolekUlen aller Subklassen, da- 
durch gekennzeichnet, dafl die fUr diese Kon- 
strukte codierende DNA in ein pro- oder euka- 
ryotisches, vorzugsweise Saugerzell-Expres- 

50 sionssystem eingebracht und nach Expression 

das gebildete Fusionsprotein mittels Affinitats- 
chromatographie Uber den Immunglobulinanteil 
gereinigt wird. 

55 2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl der Immunglobulinanteil der kon- 
stante Teil der schweren Kette von humanem 
IgG ist. 



Copied from 09839565 on 06/13/2005 



13 EPO 



3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Immunglobulinanteil der kon- 
stante Teil der schweren Kette von humanem 
IgGl Oder ein Protein-A-bindendes Fragment 
davon ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 2 oder Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 die Fusion an die 
"Hinge"-Region erfolgt. 

5. Verfahren nach AnsprUchen 1-4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil eines 
Membranproteins Oder Teilen davon ist. 

6. Verfahren nach AnsprUchen 1-4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von 
Thromboplastin oder Teilen davon ist. 

7. Verfahren nach AnsprUchen 1-4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil eines 
Cytokin- oder Wachstumsfaktor-Rezeptors 
oder Teilen davon ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazellulare Anteil von IL-4 Re- 
zeptor oder Teilen davon ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazellulare Anteil von IL-7-Re- 
zeptor oder Teilen davon ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazellulare Anteil von Tumor- 
Nekrose-Faktor-Rezeptor oder Teilen davon ist. 

11. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazellulare Anteil von G-CSF- 
Rezeptor oder Teilen davon ist. 

12. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazellulare Anteil von GM-CSF- 
Rezeptor oder Teilen davon ist. 

13. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB das an Immunglobulin fusionierte 
Protein der extrazellulare Anteil von 
Erythropoietin-Rezeptor. oder Teilen dayon ist. 

14. Verfahren nach AnsprUchen 1-4, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB das an Immunglobulin fusio- 
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nierte Protein ein nicht membranstandiges los- 
liches Protein oder Teil davon ist. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
5 zeichnet, dafl das an Immunglobulin fusionierte 

Protein ein Cytokin- oder Wachstumsfaktor 
oder Teil davon ist. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
;o zeichnet, dafl das an Immunglobulin fusionierte 

Protein Erythropoietin oder Teil davon ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das an Immunglobulin fusionierte 

75 Protein GM-CSF oder G-CSF bzw. Teil davon 

ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafl das an Immunglobulin fusionierte 

ao Protein Interleukin IL-1 bis IL-8 bzw. Teil davon 

ist. 

19. Verfahren nach einem der vorausgehenden An- 
spruche 1-18, dadurch gekennzeichnet, dafl 

25 zusatzlich eine Faktor Xa Spaltstelle zwischen 

dem Immunglobulinteil und dem Nicht-lmmun- 
globulinteil insertiert ist. 

Patentansprtiche ftir folgenden Vertragsstaat: 
30 GR 

1. Losliche Fusionsproteine bestehend aus nicht 
zur Immunglobulinfamilie gehorigen humanen 
Proteinen oder Teilen davon und verschiede- 

35 nen Anteilen von ImmunglobulinmolekUlen aller 

Subklassen. 

2. Fusionsproteine nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl der Immunglobulinanteil der 

40 konstante Teil der schweren Kette von huma- 

nem IgG ist. 

3. Fusionsproteine nach Anspruch 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl der Immunglobulinanteil der 

45 konstante Teil der schweren Kette von huma- 

nem lgG1 Oder ein Protein-A-bindendes Frag- 
ment davon ist. 

4. Fusionsproteine nach Anspruch 2 oder An- 
50 spruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB die 

Fusion an die "Hinge"-Region erfolgt. 

5. Fusionsproteine nach AnsprUchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fu- 

55 sionierte Protein der extrazellulare Anteil eines 

Membranproteins oder Teilen davon ist. 

6. Fusionsproteine nach AnsprUchen 1-4, dadurch 
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gekennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fu- 
sionierte Protein der extrazellulare Anteil von 
Thromboplastin Oder Teilen davon ist. 

7. Fusionsproteine nach AnsprUchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, da/3 das an Immunglobulin fu- 
sionierte Protein der extrazellulare Anteil eines 
Cytokin- oder Wachstumsfaktor-Rezeptors 
oder Teilen davon ist. 

8. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von IL-4 
Rezeptor oder Teilen davon ist. 

9. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin lusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von IL-7- 
Rezeptor oder Teilen davon ist. 

10. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von 
Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor oder Teilen 
davon ist. 

11. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von G- 
CSF-Rezeptor oder Teilen davon ist. 

12. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von GM- 
CSF-Rezeptor oder Teilen davon ist. 

13. Fusionsprotein nach Anspruch 7, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein der extrazellulare Anteil von 
Erythropoietin-Rezeptor oder Teilen davon ist. 

14. Fusionsprotein nach AnsprUchen 1-4, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fu- 
sionierte Protein ein nicht membranstandiges 
losliches Protein Oder Teil davon ist. 

15. Fusionsprotein nach Anspruch 14, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein ein Cytokin- oder Wachstumsfak- 
tor oder Teil davon ist. 

16. Fusionsprotein nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein Erythropoietin Oder Teil davon 



nierte Protein GM-CSF oder G-CSF bzw. Teil 
davon ist. 

18. Fusionsprotein nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
nierte Protein Interleukin IL-1 bis IL-8 bzw. Teil 
davon ist. 

19. Fusionsprotein nach einem der vorausgehen- 
den Anspruche 1-18, dadurch gekennzeichnet, 
dafl zusatzlich eine Faktor Xa Spaltstelle zwi- 
schen dem Immunglobulinteil und dem Nicht- 
Immunglobulinteil insertiert ist. 

20. Vertahren zur Herstellung von Fusionsprotei- 
nen nach einem der Anspruche 1-19, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die fur diese Konstrukte 
codierende DNA in ein Saugerzell-Expres- 
sionssystem eingebracht und nach Expression 
das gebildete Fusionsprotein mittels Affinitats- 
chromatographie Ober den Immunglobulinanteil 
gereinigt wird. 

21. Verwendung der Fusionsproteine nach einem 
der AnsprUche 1-19 zur Diagnostik. 



17. Fusionsprotein nach Anspruch 15, dadurch ge- 
kennzeichnet, dafl das an Immunglobulin fusio- 
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GTCGCTCGGACGCTCCTGCTCGGCTGGGTCTTCGCCCAGGTGGCCGGCGCTTCAGGCACT 

121 + + + + + + 180 

CAGCGAGCCTGCGAGGACGAGCCGACCCAGAAGCGGGTCCACCGGCCGCGAAGTCCGTGA 

Oligonukleotld 1 



ACAAATACTGTGGCAGCATATAATTTAACTTGGAAATCAACTAATTTCAAGACAATTTTG 

1 + + + + + + 240 

TGTTTATGACACCGTCGTATATTAAATTGAACCTTTAGTTGATTAAAGTTCTGTTAAAAC 



OUgonukleotid 2 

I ***********************************************> 

AACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCCCGAACAGTTAACCGGAAGAGTACA 

721 + + + + + + 1 

TTGATGACAAAGTCACAAGTTCGTCACTAAGGGAGGGCTTGTCAATTGGCCTTCTCATGT 
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10 30 SO 

GCCCCCCCTCGAGGTCGACGGTATC6ATAAGCTTGATATCGAATTCTCTCGGCGAACCCC 

70 90 110 

CTCGCACTCCCTCTGGCCGGCCCAGGGCGCCnCAGCCCAACCTCCCCAGCCCCACGGGC 

130 150 170 

GCCACGGAACCCGCTCGATCTCGCCGCCAAC7GGTAGACATGGAGACCCCTGCCTGGCCC 
MetGluThrProAlaTrpPro 

190 210 230 

CGGGTCCCGCGCCCCGAGACCGCCGTCGCTCGGACGCTCCTGCTCGGCTGGGTCTTCGCC 
ArgVal ProArgProGl uThrAl aVal Al aArgThrLeuLeuLeuGlyTrpVal PheAl a 

250 270 290 

CAGGTGGCCGGCGCTTCAGGCACTACAAATACTGTGGCAGCATATAATTTAACTTGGAAA 
GInValAlaGlyAlaSerGlyThrThrAsnThrValAlaAlaTyrAsnLeuThrTrpLys 

310 330 350 

TCAACTAATTTCAAGACAATTTTGGAGTGGGAACCCAAACCCGTCAATCAAGTCTACACT 
SerThrAsnPheLysThrlleLeuGluTrpGluProLysProValAsnGlnValTyrThr 

370 390 410 

GTTCAAATAAGCACTAAGTCAGGAGATTGGAAAAGCAAATGCTTTTACACAACAGACACA 
ValGlnlleSerThrLysSerGlyAspTrpLysSerLysCysPheTyrThrThrAspThr 

430 450 470 

GAGTGTGACCTCACCGACGAGATTGTGAAGGATGTGAAGCAGACGTACTTGGCACGGGTC 
GluCysAspLeuThrAspGluIleValLysAspValLysGlnThrTyrLeuAlaArgVal 

490 510 530 

TTCTCCTACCCGGCAGGGAATGTGGAGAGCACCGGTTCTGCTGGGGAGCCTCTGTATGAG 
PheSerTyrProAlaGlyAsnValGluSerThrGlySerAlaGlyGluProLeuTyrGlu 

550 570 590 

AACTCCCCAGAGTTCACACCTTACCTGGAGACAAACCTCGGACAGCCAACAATTCAGAGT 
AsnSer ProGl uPheThrProTyrLeuGl uThrAsnLeuGI yGl nProThr IT eGl nSer 
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liia : 2 (Fortsetzung) 



610 630 650 

TTTGAACAGGTGGGAACAAAAGTGAATGTGACCGTAGAAGATGAACGGACTTTAGTCAGA 
PheGI uGl nVal Gl yThrlysVal AsnValThrVal Gl uAspGl uArgThr LeuVal Arg 

670 690 710 

AGGAACAACACTTTCCTAAGCCTCCGGGATGTTTTTGGCAAGGACTTAATTTATACACTT 
ArgAsnAsnThrPheLeuSerleuArgAspValPheGlyLysAspLeuIleTyrThrleu 

730 750 770 

TATTATTGGAAATCTTCAAGTTCAGGAAAGAAAACAGCCAAAACAAACACTAATGAGTTT 
TyrTyrTrpLysSerSerSerSerGlyLysLysThrAlaLysThrAsnThrAsnGluPhe 

790 810 830 

TTGATTGATGTGGATAAAGGAGAAAACTACTGTTTCAGTGTTCAAGCAGTGATTCCCTCC 
LeuIleAspValAspLysGlyGluAsnTyrCysPheSerValGlnAl aVallleProSer 

850 870 890 

CGAACAGTTAACCGGAAGAGTACAGACAGCCCGGTAGAGTGTATGGGCCAGGAGAAAGGG 
ArgThrValAsnArgLysSerThrAspSerProValGluCysMetGlyGlnGluLysGly 

910 930 950 

GAATTCAGAGAAATATTCTACATCATTGGAGCTGTGGTATTTGTGGTCATCATCCTTGTC 
Gl uPheArgGl ull ePheTyrll ell eGlyAl aVal Val PheVal Val II ell eLeuVal 

970 990 1010 

ATCATCCTGGCTATATCTCTACACAAGTGTAGAAAGGCAGGAGTGGGGCAGAGCTGGAAG 
II ell eleuAl all eSerLeuHi sLysCysArgLysAl aGlyValGlyGl nSerTrpLys 

1030 1050 1070 

GAGAACTCCCCACTGAATGTTTCATAAAGGAAGCAC7GTTGGAGCTACTGCAAATGCTAT 
Gl uAsnSerProLeuAsnVal Ser 

1090 1110 1130 

ATTGCACTGTGACCGAGAACTTTTAAGAGGATAGAATACATGGAAACGCAAATGAGTATT 

1150 1170 1190 

TCGGAGCATGAAGACCCTGGAGTTCAAAAAACTCTTGATATGACCTGTTATTACCATTAG 
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§iin l 2 (Fortsetzung) 

1210 1230 1250 

CATTCTGGTTTT6ACATCAGCATTAGTCACTTTGAAATGTAACGAATGGTACTACAACCA 

1270 1290 1310 

ATTCCAAGTTTTAATTTTTAACACCATGGCACCTTTTGCACATAACATGCTTTAGATTAT 

1330 1350 1370 

ATATTCCGCACTTAAGGATTAACCAGGTCGTCCAAGCAAAAACAAATGGGAAAATGTCTT 

1390 1410 1430 

AAAAAATCCTGGGTGGACTTTTGAAAAGCTTTTTTTTT 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 GAGACGGAGTC 

1450 1470 1490 

TTGCTCTGTTGCCCAGGCTGGAGTGCAGTAGCACGATCTCGGCTCACTTGCACCCTCCGT 

1510 1530 1550 

CTCTCGGGTTCAAGCAATTGTCTGCCTCAGCCTCCCGAGTAGCTGGGATTACAGGTGCGC 

1570 1590 1610 

ACTACCACGCCAAGCTAATTTTTGTATTTTTTAGTAGAGATGGGGTTTCACCATCTTGGC 

1630 1650 1670 

CAGGCTGGTCTTGAATTCCTGACCTCAGTGATCCACCCACCTTGGCCTCCCAAAGATGCT 

1690 1710 1730 

AGTATTATGGGCGTGAACCACCATGCCCAGCCGAAAAGCTTTTGAGGGGCTGACTTCAAT 

1750 1770 1790 

CCATGTAGGAAAGTAAAATGGAAGGAAATTGGGTGCATTTCTAGGACTTTTCTAACATAT 

1810 1830 1850 

GTCTATAATATAGTGTTTAGGncnTTTTTTTTCAGGAATACATTTGGAAATTCAAAAC 

1870 1890 1910 

AATTGGGCAAACTTTGTATTAATGTGTTAAGTGCAGGAGACATTGGTATTCTGGGCAGCT 



13 



Copied from 09839565 on 06/13/2005 



EP 0 464 533 A1 



§iig : 2 (Fortsetzung) 

1930 1950 1970 

TCCTAATATGCTTTACAATCTGCACTTTAACTGACTTAAGTGGCATTAAACATTTGAGAG 

1990 2010 2030 

CTAACTATATTTTTATAAGACTACTATACAAACTACAGAGTTTATGATTTAAGGTACTTA 

2050 2070 2090 

MGCnCTATGGnGACATTGTATATATAATTTTTTAMAAGGTTTTTCTATATGGGGAT 

2110 2130 2150 

TTTCTATTTATGTAGGTAATAnGTTCTATTTGTATATATTGAGATAATTTATTTAATAT 

2170 

ACTTTAAATAAAGGTGACTGGGAATTGTT 
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Hindlll 

5' GATCGATTAAGCTTC6GAACCCGCTCGATCTCGCCGCC 3' 01 1gonuk1eot1d A 

Illlllllllllllllllllllll 

AGCCCCACGGGCGCCACGGAACCCGCTCGATCTCGCCGCCAACTGGTAGACATGGAG 

+ + + + + 167 

TCGGGGTGCCCGCGGTGCCTTGGGCGAGCTAGAGCGGCGGTTGACCATCTGTACCTC 

HetGlu 

I 

5'-untranslatiert Beginn 

Leserahmen 
(Signalpeptid) 



Ende extrazellulare Domane | Beginn Transmembranregion 
I 

Gl nGl uLysGl yGl uPheArgGl ull ePheTyr II ell eGlyAl aVal 
CAGGAGAAAGGGGAATTCAGAGAAATATTCTACATCATTGGAGCTGTGGT 

890 + + + + + 940 

GTCCTCTTTCCCC7TAAGTC7CTTTATAAGATGTAGTAACCTCGACACCA 
Illlllllllllllllllllllll 
3' CCCCTTAAGTCTCTTTATAAGATGCCCCTAGGTCTATACG 5' Oligonukleotld B 



BamHI 
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5361 
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§ii n i S 



Xhol 

5' GATCCAGTACTCGAGAGAGAAGCCGGGCGTGGTGGCTCATGC 3' 01 1gonukleot1d A 

Illllllllllllllllllllllllll 

AGAGAAGCCGGGCGTGGTGGCTCATGCCTATAATCCCAGCACTTTTGGAGGCTGAGGCGG 

61 + + + + + + 1 

TCTCTTCGGCCCGCACCACCGAGTACGGATATTAGGGTCGTGAAAACCTCCGACTCCGCC 

5'-untranslatiert 



GCAGATCACTTGAGATCAGGAGTTCGAGACCAGCCTGGTGCCTTGGCATCTCCCAATGGG 

1 + + + + + + 18 

CGTCTAGTGAACTCTAGTCCTCAAGCTCTGGTCGGACCACGGAACCGTAGAGGGTTACCC 

5'-untrans1at1ert |MetGly 



Beginn 

Leserahmen (Signalpeptid) 



Ende extrazellulare Doraane | Beginn Transmembranregion 

Hi sAsnSerTyrArgGl uProPheGl uGlnHi sLeuLeuLeuGlyVal SerVal SerCys 
CACAACTCCTACAGGGAGCCCTTCGAGCAGCACCTCCTGCTGGGCGTCAGCGTTTCCTGC 

839 -+ + + + + + 898 

GTGTTGAGGATGTCCCTCGGGAAGCTCGTCGTGGAGGACGACCCGCAGTCGCAAAGGACG 

lllllllllllllllllllimillllll 
3' GTGTTGAGGATGTCCCTCGGGAAGCTCGTCCTAGGTACAGTATC 5' Oligonukleotid B 
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Xhol 

' GATCGATCTCGAGATGGGGGTGCACGAATGTCCTGCCTGGCTGTGG 3' 01 Igonukleotid A 

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIMIIIIII 

ATGGGGGTGCACGAATGTCCTGCCTGGCTGTGGCTTCTCCTGTCCCTGCTGTCG 

182 + + + + + 2 

TACCCCCACGTGCTTACAGGACGGACCGACACCGAAGAGGACAGGGACGACAGC 

MetGlyValHisGluCysProAlaTrpLeuTrpLeuLeuLeuSerLeuLeuSer - 

Beginn Leserahmen (Signal peptid) 



Ende Leserahmen | 

LeuTyrThrGlyGluAlaCysArgThrGlyAspArgEnd 

I 

GCTGTACACAGGGGAGGCCTGCAGGACAGGGGACAGATGACCAGGTGTGTCCACCTGGGC 

\ + + + + + +— 783 

CGACATGTG7CCCCTCCGGACGTCC7GTCCCCTGTCTACTGGTCCACACAGGTGGACCCG 
llllllllllllllllllllllllimillll 
' CGACATGTGTCCCCTCCGGACGTCCTGTCCCCTAGGCTAAGGTC 5' 01 Igonukleotid B 

BamNI 
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